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摘　要：强化煤制微生物甲烷的研究备受重视，是煤层气的一项有效增产措施。向发酵系统中添加

导电材料可以有效促进直接种间电子传递提高甲烷产率，在强化有机物厌氧降解方面潜力巨大。

以长焰煤作为底物构建厌氧发酵系统，通过对生物甲烷产气量、中间关键液相产物、微生物群落

结构、产甲烷代谢路径以及发酵前后残煤表面官能团等的测试和分析，探讨了石墨烯对厌氧发酵

产生物甲烷的促进效应。结果表明，在以煤为底物的厌氧发酵系统中添加 0.4 g/L 的石墨烯有效增

强了整个厌氧发酵的进行，不仅提高了甲烷产气量，同时也提前了甲烷的产出高峰期。在发酵初

期，水解菌群 (Paraclostridium) 和产氢产乙酸菌群 (Alcaligenes、Sphaerochaeta) 的活性增强，前期

积累了充足的营养物质。在产甲烷高峰期，添加石墨烯后 Methanoculleus 丰度降低而 Methanosar-
cina 丰度显著提高，乙酰辅酶 A 脱羰基酶/合成酶 β 亚基和 γδ 亚基作为乙酸合成途径中的关键酶，

分别增加了 233.54% 和 3.32%，这使得 Methanosarcina 丰度明显上升且主要进行乙酸营养型产甲

烷，细菌群落中能够利用乙酸乙醇类物质的 Geobacter 和 Anaerovorax 丰度增高，其中丰度升高较

明显的 Geobacter 可能通过与石墨烯辅助的生物电连接与 Methanosarcina 进行 DIET，这种电子传

递方式在一定程度上加速了生物甲烷的生成。产气残煤表面的羰基碳 (C=O)、羧基碳 (COO—) 在

添加石墨烯后分别下降了 42.8% 和 49.5%，说明石墨烯有效促进了微生物对煤的降解。石墨烯的

添加提高了菌群的活性和降解效率，加快了厌氧发酵进程，为产甲烷菌群提供了丰富的底物，提

高了甲烷产气量。
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Abstract: The research of enhancing biomethanation of coal has been paid much attention, which is an effective measure
for increasing coalbed methane production. Adding conductive material to the digestive system can effectively accelerate
direct interspecific  electron transfer  and increase  methane production,  which has  great  potential  in  enhancing the  anaer-
obic digestion of organic matter. In this study, long-flame coal was used as the substrate to construct an anaerobic diges-
tion system. The effect of the addition of graphene on biomethane production was discussed from the aspects of cumulat-
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ive methane yield, the changes of key intermediates in the liquid phase, the microbial community structure, the methane
metabolic  pathway,  and  the  changes  of  surface  functional  groups  in  residual  coal  after  anaerobic  digestion.  The  results
showed that adding 0.4 g/L of graphene to the anaerobic digestion system based on coal effectively enhanced the entire an-
aerobic digestion process, not only enhanced methane production, but also brought forward the peak of methane produc-
tion. At the early stage of digestion, the activities of hydrolytic bacteria (Paraclostridium) and hydrogen-production and
aceogenic  microflora  (Alcaligenes  and Sphaerochaeta)  were  enhanced,  and  sufficient  nutrients  were  accumulated  in  the
early stage. At the peak of methane production, the abundance of Methanoculleus decreased while the abundance of Meth-
anosarcina  significantly  increased  after  the  addition  of  graphene.  The  β  subunit  and  γδ  subunit  of  acetyl-coa
decarbonyase/synthase, as key enzymes in the acetic acid synthesis pathway, increased by 233.54% and 3.32%, respect-
ively. This significantly increased the abundance of Methanosarcina and mainly produced methane in the form of acetic
acid nutrition. The abundance of Geobacter and Anaerovorax bacteria that can use ethyl acetate increased, and the Geo-
bacter with  high  abundance  were  likely  to  DIET  with Methanosarcina  by  bioelectric  connection  assisted  by  graphene.
This electron transport  mode accelerated the formation of biomethane to some extent.  The carbonyl carbon (C=O) and
carboxyl carbon (COO—) on the surface of residual coal decreased by 42.8% and 49.5%, respectively, after the addition of
graphene, indicating that graphene effectively promoted the degradation of coal by microflora. The addition of graphene
improves  the  activity  and  degradation  efficiency  of  microflora,  speeds  up  the  process  of  anaerobic  digestion,  provides
abundant substrate for methanogenic microflora, and improves methane production.
Key words: coal；biomethane；graphene；anaerobic digestion；direct interspecies electron transfer
 

在绿色高效煤层气增产技术研发领域，相继提出

了微生物增产煤层气 (Microbially Enhanced Coalbed
Methane, MECBM)[1]和煤层气生物工程 (Coalbed Gas
Bioengineering, CGB)的理念[2]。其中，煤层气生物工

程是将营养液或经过选育、驯化、改良的菌种注入地

下煤层，通过厌氧发酵 (Anaerobic Digestion, AD)把煤

的部分有机组分转化为甲烷，从而实现微生物强化煤

层气产出的一种特殊发酵工程[3-5]。煤层气生物工程

作为一种新的煤层气增产与碳减排技术，有着潜在的

生命力。由于煤的分子结构复杂，其厌氧发酵产甲烷

需要不同代谢功能微生物的协同作用[6-7]。近年来关

于强化煤制生物甲烷产出的研究主要集中在 3个方

面：煤层 (水)本源微生物的多样性研究[8-9]；通过发酵

系统参数优化、生物驯化、生物刺激和生物强化等方

法来提高生物甲烷的产出[10-14]；通过生物化学手段提

高煤在厌氧发酵系统中的生物可利用度[15-16]。可见

促进发酵系统中微生物的代谢活性是提高生物甲烷

产气量的有效途径。

向发酵系统中添加导电材料不仅可以减少温度、

pH等环境条件的变化对微生物活性的影响，还可以

有效促进直接种间电子传递 (Direct Interspecies Elec-
tron Transfer, DIET)提高甲烷产率，在强化有机物厌

氧降解方面潜力巨大。2012年，KATO等[17]在稻田土

壤富集的菌种的厌氧发酵系统中添加导电材料磁铁

矿后，发现 Geobacter 和 Methanosaeta 被富集，并且甲

烷产气量也得到了显著的提升，证明了添加导电材料

可以刺激 DIET过程产生 CH4。导电性能优秀的碳材

料，如生物炭、石墨、石墨烯、碳纤维布、碳纳米管等

已经被广泛用于促进 DIET机制以增强厌氧发酵过程

中甲烷产气量[18-22]。人们通过向有机废物、动物粪便

和餐厨垃圾等厌氧发酵系统中添加不同性质的导电

碳材料，发现可有效缩短厌氧发酵的延滞期，强化厌

氧发酵效率，使得甲烷产气量得到了明显的提升[23-26]。

将生物炭加入以污泥和餐厨垃圾为底物的厌氧发酵

体系中，不仅会使整个系统的 pH缓冲能力显著上升，

还能够减缓厌氧消化过程中的氨抑制作用，促进产甲

烷过程，提升甲烷产率[27-28]。石墨烯作为一种由单层

碳原子紧密排列形成的 2D蜂巢晶格结构的平面薄膜，

具有优良的电子、热力学导电性能和较强的吸附性能，

这种新兴材料因其独特的物理及电化学性质引起了

世界范围内的广泛关注[29]。在添加石墨烯的条件下，

以污泥为底物的厌氧发酵体系的产甲烷效率显著增

强，并且增强了乙酸营养型产甲烷微生物的活性[30]。

在连续流污泥厌氧消化系统中添加石墨烯能够在提

高甲烷产气量的同时原位去除 CO2，最终可使沼气中

甲烷体积分数提高到 95%，显著提升了厌氧消化系统

产气效果[31]。

导电碳材料介导的厌氧微生物种间互营关系的

强化为进一步提高厌氧发酵效果开辟了一条新的思

路，目前的研究大多运用导电材料强化一些简单底物

的降解，然而对于煤这种复杂的有机物降解过程中的

机制尚不清楚，对发酵系统内功能菌群的分析以及相
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关群落结构和机理分析的研究鲜有报道。笔者以长

焰煤为研究对象，石墨烯作为导电材料，通过对比分

析添加导电材料的发酵系统和传统厌氧发酵系统在

产甲烷过程中气相、固相、液相、菌群群落结构和产

甲烷代谢路径的差异性，揭示导电材料石墨烯对煤层

生物甲烷产出的强化机制，为煤层气增产提供新途径。 

1　实验材料与方法
 

1.1　实验材料

选取河南省义马千秋矿长焰煤 (CYM)作为实验

样品 (表 1)。实验所用石墨烯购于中科雷鸣 (北京)科
技有限公司，相关参数见表 2。煤样在 105 ℃ 的烘箱

中放置 12 h，随后对煤块进行研磨和筛分，获得 0.15～
0.18 mm煤样。厌氧发酵产气菌源来源于实验室长期

驯化的菌群。
  

表 1    煤样的工业分析和元素分析
 

Table 1    Proximate analysis and ultimate analysis of
coal samples %

煤样
工业分析 元素分析

Mad Ad Vdaf FCdaf Cdaf Hdaf Ndaf Odaf

CYM 6.63 13.37 47.01 52.99 76.44 5.16 1.73 16.67

  

表 2    石墨烯基本特性参数

Table 2    Characteristic parameters of graphene

参数 数值

纯度/% >99

厚度/nm 0.55～1.20

直径/μm 0.5～3.0

层数 1～5

比表面积/(m2·g−1) 554.364
  

1.2　实验设计

(1)石墨烯最佳添加量筛选：在 5个 250 mL发酵

瓶中分别加入 25 g长焰煤，其中 4个分别加入 0.2、
0.4、0.6、0.8 g/L的石墨烯作为实验组，剩余 1个不加

石墨烯的作为对照组；同时倒入富集好的产甲烷菌液

250 mL，充入氩气形成无氧环境，密封后放入 25 ℃ 恒

温培养箱，每隔 4 d记录产气数据，以甲烷累计产气量

作为评价标准，确定石墨烯的最优添加量。

(2)确定石墨烯最佳添加量后，以此进行下一步实

验。采用 2个 1 000 mL锥形瓶作为厌氧发酵容器，分

别加入 100 g长焰煤，其中 1个加入石墨烯作为实验

组，另一个作为对照组，接种富集 6 d的菌液，充入氩

气形成厌氧环境，密封后放入 25 ℃ 恒温培养箱，每

隔 4 d记录产气数据。

(3)每隔 4 d对各个发酵系统的发酵液分别取液

100 mL，对所取菌液进行液相产物分析与高通量测序。 

1.3　分析检测方法 

1.3.1　发酵系统气体分析

本研究厌氧发酵产生的气体用 GC-4000A气相

色谱仪进行分析检测，手动进样，进样量为 1 mL，用注

射器抽取气袋中收集的气体测定产气量。 

1.3.2　关键液相产物定量分析

标品甲酸、乙酸、丙酸、丁酸、甲醇、乙醇、十五

烷、十六烷、十八烷购于北京中科质检生物技术有限

公司。配置不同质量浓度 (mg/L)标品混合溶液，按照

液液萃取方法用二氯甲烷萃取浓缩后进行 GC-MS(气
相色谱质谱联用仪 7890-5977A)测定，并建立标准变

化曲线，然后再次运用同样方法对发酵液处理测定并

求出各物质的质量浓度。 

1.3.3　发酵系统煤样 XPS分析

将发酵结束后剩余发酵液倒出，用筛子过滤出煤

样，用蒸馏水反复冲洗煤样去除煤样上的发酵液，将

处理好的煤样放入 80 ℃ 的烘干箱干燥 24 h，取适量

样品用 X射线光电子能谱仪 (Thermo Scientific Escal-
ab 250Xi型)进行 XPS测试。 

1.3.4　高通量测序

本实验进行的高通量测序均交付上海美吉生物

医药科技有限公司完成，具体方法见文献[32]。取液

时将厌氧发酵瓶放在厌氧工作站内，摇匀菌液，抽取

50 mL菌液于离心管中，用封口膜密封、编号，放入干

冰箱中，进行低温冷冻邮寄。微生物功能通过 PI-
CRUSt软件进行预测，基于 KEGG甲烷代谢通路

(Map: 00680)，挑选出预测丰度大于 100的相关物质

的代谢基因，对其降解及甲烷生成途径进行评估。 

2　结果与讨论
 

2.1　实验结果 

2.1.1　石墨烯添加量优选

添加不同质量石墨烯的发酵系统中甲烷的阶段

产气量与累计产气量 (图 1、表 3)表明当添加 0.4 g/L
石墨烯时累计甲烷产气量最高，为 4.72 mL/g，比对照

组的 3.89 mL/g提高了 21.3%，并且煤的阶段产气量

峰值时间 (16 d)相比于对照组 (20 d)提前了 4 d；当石

墨烯添加量增加到 0.6 g/L时，相比于对照组甲烷累计

产气量提高但和添加 0.4 g/L石墨烯的发酵系统相比

甲烷累计产气量开始下降，当石墨烯添加量继续增加

到 0.8 g/L时，甲烷累计产气量为 3.63 mL/g相比于对

照组下降，这可能是高质量浓度的石墨烯会沉降到微

生物表面抑制了微生物的生长及繁殖并且石墨烯锋
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利边缘可将细菌的细胞膜刺破，导致细胞失活[33-34]。

因此，选取 0.4 g/L石墨烯作为后续导电材料促进煤厌

氧发酵实验的添加量。
 

2.1.2　石墨烯对厌氧发酵系统甲烷产气量的影响

确定石墨烯最佳添加量为 0.4 g/L后，据此构建一

个厌氧发酵系统作为实验组和一个不加入石墨烯的

作为对照组。在整个发酵过程中，对照组的阶段产气

量在第 20天时达到峰值，为 1.50 mL/g；而添加石墨烯

的系统在第 16天达到产气峰值，为 1.81 mL/g，比对照

组提前了 4  d，而且峰值产气量也提高了 20.67%
(图 2(a))。对照组和添加石墨烯组中甲烷累计产气量

分别为 4.48 mL/g和 5.35 mL/g(图 2(b))，添加石墨烯

使得发酵系统甲烷产气量提升 19.42%(表 4)。产甲烷

动力学分析 (修正的 Gompertz模型)表明添加石墨烯

的系统中模拟最高甲烷日产气量为 0.35 mL/g，比对照

组 (0.31 mL/g)提高了 12.9%(表 5、图 3)。同时，添加

石墨烯和对照组中的产甲烷迟滞期 (λ)分别为 7.18 d
和 8.20 d，说明石墨烯的添加增强了菌群对底物的适

应能力调高了产甲烷效能。
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with graphene and the control group
  

2.1.3　厌氧发酵前后煤表面碳元素含量及化学赋存

状态变化特征

微生物通常以附着方式对煤固体进行厌氧降解，
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表 3    不同石墨烯添加量发酵系统中甲烷阶段产气量和

累计产气量

Table 3    Stage gas production and cumulative gas
production of methane in digestion systems with different

graphene additions

样品
阶段产气量/(mL·g−1) 累计产气量/

(mL·g−1)4 d 8 d 12 d 16 d 20 d 24 d 28 d 32 d

对照组 0.04 0.15 0.36 0.96 1.51 0.59 0.28 0.01 3.89

0.2 g/L 0.07 0.54 0.90 0.95 1.29 0.15 0.09 0.02 4.01

0.4 g/L 0.06 0.72 0.84 1.73 1.01 0.28 0.05 0.02 4.72

0.6 g/L 0.11 0.29 0.92 1.25 0.83 0.35 0.09 0.07 3.91

0.8 g/L 0.02 0.10 0.34 0.83 1.03 0.82 0.37 0.13 3.63
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这一过程必定会使得煤表面结构发生一定变化。由

原煤、对照组与添加石墨烯的系统经过厌氧发酵残余

煤的 C1s谱图及其分峰拟合 (图 4)可以看出，芳香单

元及其取代烷烃 (C—C、C—H)在煤样表面都占有绝

对优势，不同条件下经厌氧发酵产气残煤表面的芳香

单元及其取代烷烃 (C—C、C—H)相对于原煤均增加，

相对含量为原煤 < 对照组 < 石墨烯 (表 6)。煤厌氧发

酵过程中，键能相对较低的非规则部分从煤结构中脱

落进入发酵液，从而使含氧有机碳 (C—O、C=O、

COO—)的总相对含量下降，导致产气残煤表面芳香

单元及其取代烷烃 (C—C、C—H)相对含量增加。其

中添加石墨烯的厌氧发酵系统产气残煤表面的羰基

碳 (C=O)和羧基碳 (COO—)相对于对照组明显减少，

分别下降了 42.8% 和 49.5%。
 

2.1.4　石墨烯对厌氧发酵系统中关键液相物质的影响

由厌氧发酵系统产气过程中酸类 (图 5(a))、醇类

(图 5(b))和烷烃类 (图 5(c))的变化可知，在对照组中，

 

表 4    添加石墨烯和对照组厌氧发酵系统中甲烷阶段产气量和累计产气量

Table 4    Stage gas production and cumulative gas production of methane in the anaerobic digestion system with
graphene and the control group

样品
阶段产气量/(mL·g−1)

累计产气量/(mL·g−1)
4 d 8 d 12 d 16 d 20 d 24 d 28 d 32 d

对照组 0.10 0.39 0.69 0.88 1.50 0.67 0.22 0.03 4.48

石墨烯 0.15 0.50 0.78 1.81 0.89 0.60 0.48 0.13 5.35

 

表 5    添加石墨烯和对照组厌氧发酵系统中累积产

甲烷曲线的拟合结果

Table 5    Fitting results of cumulative methane production
curves in the anaerobic digestion system with graphene and

the control group

样品 G0/(mL·g−1) λ/d Rmax/(mL·g−1) R2

对照组 4.88 8.20 0.31 0.992

石墨烯 5.58 7.18 0.35 0.997
　　注：G0为模拟甲烷累计产气量；λ为产甲烷迟滞期；Rmax为最大

甲烷日产量。
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丁酸大量生成的时间在第 12天左右，呈先升高后降

低的变化趋势，直至产气结束；而添加石墨烯的系统

大量生成的时间提前了 6 d，从前期大量生成至产气

结束一直在降低，且下降速率高于对照组。对于甲酸、

乙酸和丙酸，在对照组中呈先升高后降低又升高的变

化趋势；添加石墨烯的系统则先降低后升高 (图 5(a))。
在整个产气过程中两组发酵系统中的烷烃类物质均

呈先降低后升高的变化趋势，第 6天左右烷烃类大量

生成且石墨烯组高于对照组 (图 5(c))。两组发酵系统

中的醇类在整个产气过程中一直降低，在产气高峰

期之前下降速率较快，高峰期之后下降速率减缓

(图 5(b)、表 7)。石墨烯的添加使得甲醇和乙醇在整

个产气过程中利用率均高于对照组。 

2.1.5　石墨烯对厌氧发酵系统中微生物群落结构的

影响

整个厌氧发酵过程中，分别对对照组和添加石墨

烯的系统发酵前期 (对照组−1，石墨烯−1)、产气高峰

期 (对照组−2，石墨烯−2)和产气末期 (对照组−3，石
墨烯−3)的菌群进行分析可知，在细菌群落结构中，添

加石墨烯后各个时期功能菌属的丰度和多样性明显

高于对照组 (图 6(a))，石墨烯的添加有效刺激了各个

时期菌群的活性。对照组和添加石墨烯的系统各个

时期均主要以 Paraclostridium 为主，添加石墨烯的系

统发酵前期、产气高峰期和产气末期 Geobacter 的丰

度均高于对照组，并且该菌属在石墨烯−2(15.6%)丰
度最高，比对照组−2(7.0%)提高了 122.9%；Anaero-
vorax 和 Sedimentibacter 均在两组产气高峰期丰度最

高，且添加石墨烯组高于对照组。Sphaerochaeta 作为

煤大分子降解中的主要功能菌属在对照组和添加石

墨烯的系统中产气初期丰度最高，添加石墨烯组仍高

于对照组 (图 7(a))。在古菌群落结构中，对照组和添

加石墨烯的系统各个时期均主要以参与多种代谢途

径 的 Methanosarcina 和 氢 营 养 型 的 Methanocul-
leus 为主，添加石墨烯后 Methanosarcina 丰度提高，且

各个时期该菌属丰度均高于对照组 (图 7(b))。添加石

墨烯后，各个时期菌属的丰度高于对照组，但在产气

高峰期 (石墨烯−2，21.5%)发酵系统菌群多样性低于

对照组 (对照组−2，22.6%)(图 6(b))。
 

2.1.6　产甲烷代谢路径分析

煤中有机质被微生物降解利用需经过多种菌群

协同作用，煤中的大分子物质向小分子的转化的水解

阶段尤为重要。产酸菌的酸化途径主要包括糖酵解、

单糖代谢、氨基酸代谢和丙酮酸代谢。添加石墨烯后

参与糖酵解 (Ko00010)、氨基酸代谢 (Ko01230)和丙

 

表 6    煤样 C1s 拟合结果

Table 6    Peak fitting results of C1s spectrogram from coals

样品
C元素结合形态占比/%

C—C、C—H C—O C=O COO—

原煤 74.51 11.62 11.73 2.15

对照组 76.91 10.28 11.00 1.82

石墨烯 77.47 15.33 6.29 0.92
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酮酸代谢 (Ko00620)的基因丰度分别增加了 42.1%、

24.9% 和 27.1%；参与糖酵解的 2−脱氢−3−脱氧葡萄

糖酸醛缩酶，与氨基酸代谢有关的氨基酸还原酶和转

氨酶，以及丙酮酸代谢相关的铁氧还蛋白氧化还原酶、

 

表 7    添加石墨烯和对照组发酵系统中液相产物的标准定量 (质量浓度)
 

Table 7    Standard quantifications of liquid phase products in the digestion system with
graphene addition and control mg/L

成分
对照组 石墨烯

6 d 12 d 18 d 24 d 30 d 6 d 12 d 18 d 24 d 30 d

甲酸 9.39 5.55 4.07 3.68 3.73 6.29 6.11 6.19 3.28 6.08

乙酸 33.02 90.18 48.09 34.33 73.99 100.74 53.06 10.12 14.65 15.85

丙酸 20.86 59.30 51.22 12.88 38.57 66.52 45.19 12.22 22.93 24.12

丁酸 111.67 122.64 110.02 69.60 14.19 144.61 113.50 57.45 16.81 9.47

甲醇 2.13 1.47 1.28 1.11 1.00 1.99 1.36 1.14 1.05 0.94

乙醇 6.62 3.26 2.76 2.15 1.37 2.96 2.62 1.65 1.34 1.31

十五烷 1.12 1.12 0.71 0.94 1.10 1.81 0.75 0.72 0.83 0.94

十六烷 0.90 0.88 0.51 0.71 1.04 1.31 0.60 0.44 0.61 0.86

十八烷 1.06 1.05 0.65 0.89 1.15 1.55 0.76 0.69 0.78 0.99
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乙酸激酶和磷酸转乙酰酶与对照组相比显著增强，使

得代谢酸类等物质的菌群 (Geobacter、Anaerovorax)
丰度显著升高。

在产甲烷阶段，依据底物类型的不同可以将该过

程分为氢营养型、乙酸营养型和甲基营养型 3类。在

乙酸营养型产甲烷路径中，添加石墨烯的系统中参与

乙酸转化的乙酸激酶 (K00925, EC: 2.7.2.1)、乙酸辅

酶 A连接酶 (K00193, EC: 6.2.1.1)、磷酸乙酰转移酶

(K00625, EC: 2.3.1.8)、乙酰辅酶 A脱羰基酶/合成酶

β亚基 (K14138,  EC:  2.3.1.169)和 γδ亚基 (K00194,
EC: 2.1.1.245)相对丰度都显著高于对照组 (表 8)，其
中乙酰辅酶 A脱羰基酶/合成酶 β亚基和 γδ亚基作为

乙酸合成途径中的关键酶，添加石墨烯后分别增加了

233.54% 和 3.32%(图 8)。
 
 

表 8    三种甲烷生成途径相关酶基因及其相对丰度

Table 8    Genes of enzymes associated with three methanogenesis pathways and their relative abundance

EC编号 名称 KO编号
相对丰度

对照组 石墨烯

1.2.99.5 Formylmethanofuran dehydrogenase K00200 135 454 171 010

2.3.1.101 Formylmethanofuran-tetrahydromethanopterin N-formyltransferase K00672 29 331 32 018

3.5.4.27 Methenyltetrahydromethanopterin cyclohydrolase K01499 15 306 22 317

1.5.98.1 Methylenetetrahydromethanopterin dehydrogenase K00319 15 011 18 762

1.12.98.1 coenzyme F420 hydrogenase subunit alpha K00440 15 012 18 762

1.5.98.2 5,10-methylenetetrahydromethanopterin reductase K00320 74 675 88 616

6.2.1.1 Acetate--CoA ligase K00193 95 286

2.7.2.1 Acetate kinase K00925 45 440 58 741

2.3.1.8 Phosphate acetyltransferase K00625 95 286

2.1.1.245 Acetyl-CoA decarbonylase/synthase γδ subunit K00194 29 461 30 439

2.3.1.169 Acetyl-CoA decarbonylase/synthase β subunit K14138 164 547

2.1.1.86 Tetrahydromethanopterin S-methyltransferase K00577 134 789 165 614

2.1.1.250 [Trimethylamine--corrinoid protein] Co-methyltransferase K14083 449 2 849

2.1.1.249 [Dimethylamine--corrinoid protein] Co-methyltransferase K16178 829 3 993

2.1.1.248 [Methylamine--corrinoid protein] Co-methyltransferase K16176 898 5 698

2.8.4.1 methyl coenzyme M reductase K00399 89 472 108 483

1.8.98.1 CoB--CoM heterodisulfide reductase K08264 89 593 106 222
 
 

2.2　分析与讨论 

2.2.1　厌氧发酵系统中生物甲烷的生成机制

在厌氧发酵的 4 d内开始有生物甲烷生成，此时

优势菌属为 Paraclostridium、Alcaligenes 和 Sphaero-
chaeta，有研究表明 Paraclostridium 主要存在于厌氧

发酵的水解阶段，具有很强的降解能力，通过代谢短

链、长链烷烃生成乙酸等物质 [35]。Alcaligenes 和

Sphaerochaeta 可代谢氨基酸产生乙醇、乙酸、乳酸、

氢气和二氧化碳，属于产氢产乙酸菌[36]。此时液相小

分子物质烷烃 (十五烷、十六烷、十八烷)、挥发性脂

肪酸 (甲酸、乙酸、丙酸和丁酸)和醇类 (甲醇、乙醇)
均有一定的积累，产气残煤表面的羰基碳 (C=O)、羧

基碳 (COO—)也表明煤表面的官能团被微生物降解

作为小分子有机酸类等物质的组成部分。与此同时，

古菌群落中的优势菌属为 Methansarcina 能够进行多

种产甲烷途径代谢。由于在初期阶段能够为微生物

利用的营养物质有限，因此甲烷产气量较低。在第

5～20天内是甲烷产气量进行快速增长的阶段，在此

阶段，活跃的细菌 (Sedimentibacter、Paraclostridium)
通过降解煤提供了充足的底物，同时烷烃、挥发性脂

肪酸和醇类的快速消耗也说明了此时厌氧发酵系统

中产氢产乙酸菌 (Anaerovorax)起到了良好的承上启

下作用，既消耗了水解阶段的产物，同时为产甲烷菌

提供了充足的营养物质，Methanosarcina 丰度的增加

也表明了此时生物甲烷主要以乙酸营养为主，该阶段

主要进行的反应见式 (1)～ (6)。在产气末期的

20～32 d内，细菌群落变化较大的是 Alcaligenes 与

Anaerovorax；古菌群落此时主要以 Methanosarcina 为

主，同时液相小分子物质中的挥发性脂肪酸和醇类物

质下降缓慢，而烷烃类物质呈小幅度上升，这表明随
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着厌氧发酵的进行发酵液中可被微生物利用的营养

物质越来越少，处于核心生态位的产氢产乙酸菌受环

境因素的改变难以为下阶段的产甲烷菌提供底物，且

烷烃类物质的小幅上涨也说明了在整个厌氧发酵过

程中时刻在进行煤的水解，但因参与每个阶段的核心

菌群很难保持代谢的连贯性，使得发酵系统中微生物

活性受到抑制，产甲烷随之停止。

4C16H34+64H2O −−−−→ 32CH3COO−+32H++68H2 (1)

2C16H34+16H2O−−−−→ 16CH3CH2O−+16H++2H2 (2)

CH3CH2OH+H2O −−−−→ CH3COO−+2H2+H+ (3)

2/3CH3COO−+2/3H+ −−−−→ 2/3CH4+2/3CO2 (4)

1/3H2+1/12CO2 −−−−→ 1/12CH4+1/6H2O (5)

2/3H++2/3e−+1/12CO2 −−−−→ 1/12CH4+1/6H2O (6)
 

2.2.2　石墨烯对生物甲烷产出的促进机制

整体来看，石墨烯的添加 (0.4 g/L)有效增强了整
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图 8    添加石墨烯和对照组厌氧发酵系统甲烷代谢路径

Fig.8    Methane metabolism pathway in the anaerobic digestion system with graphene and control group
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个厌氧发酵的进行。不仅提高了产气初期的甲烷产

气量，同时也提前了产甲烷的产气高峰期。在发酵初

期，细菌群落中添加石墨烯后 Sedimentibacter 丰度上

升，将发酵液中烷烃类降解为乙酸。水解菌群和产氢

产乙酸菌群的活性增强，前期积累的营养物质更充足，

使得甲烷产气量高于对照组。在产甲烷高峰期，添加

石墨烯后 Methanoculleus 丰度降低而 Methanosar-
cina 丰度显著提高，一方面参与乙酸转化的乙酸激酶、

乙酸辅酶 A连接酶、磷酸乙酰转移酶、乙酰辅酶 A脱

羰基酶/合成酶 β亚基和 γδ亚基相对丰度都显著高于

对照组，这些酶主要与 Methanosarcina 有关[37]，其中

乙酰辅酶 A脱羰基酶/合成酶 β亚基和 γδ亚基作为乙

酸合成途径中的关键酶，分别增加了 233.54% 和

3.32%，这使得 Methanosarcina 丰度明显上升且主要

进行乙酸营养型产甲烷，已有研究发现石墨烯具有较

大的比表面积和较强的吸附性能，通过吸附固定或促

进功能微生物富集等作用达到减缓或消除厌氧消化

过程中抑制性物质 (如 NH3、NH4
+−N、VFAs、酚类以

及重金属等)对厌氧消化效果的影响[38-40]，这为发酵

系统中的微生物提供了良好的生长环境，提高了各类

功能菌群的活性，加快了厌氧发酵进程，为产甲烷菌

群提供了丰富的底物；另一方面，细菌群落中 Geobac-
ter 和 Methanosarcina 丰度增高，研究表明这 2种菌属

能够在厌氧发酵系统中进行直接种间电子传递

(DIET)[41]，石墨烯的导电性比菌毛更高，可以替代 c
型细胞色素和导电菌毛成为电子传递媒介，为细胞节

省能量[42]，同时实现远距离的电子传输，Geobacter 氧

化有机物产生的电子通过石墨烯转移到充当电子受

体的 Methanosarcina 中用于消耗乙酸/CO2 产生 CH4，

进一步促进了生物甲烷的生成 (图 9)，这也与实验组

产甲烷高峰期早于对照组相一致。产气残煤表面的

羰基碳 (C=O)、羧基碳 (COO—)在添加石墨烯后分

别下降了 42.8% 和 49.5%，说明石墨烯有效促进了微

生物对煤的降解。 
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图 9    石墨烯对厌氧发酵系统强化机制

Fig.9    Enhancement mechanism of graphene to anaerobic digestion system
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3　结　　论

(1)在以煤为底物的厌氧发酵系统中添加 0.4 g/L
的石墨烯能够有效促进生物甲烷的产出，添加石墨烯

的发酵系统中累计甲烷产气量为 5.35 mL/g，比对照

组 (4.48 mL/g)高出 19.42%。

(2)在发酵初期，水解菌群 (Paraclostridium)和产

氢产乙酸菌群 (Alcaligenes、Sphaerochaeta)的活性增

强，前期积累了充足的营养物质。在产甲烷高峰期，

添加石墨烯后 Methanoculleus 丰度降低而 Meth-
anosarcina 丰度显著提高，一方面乙酰辅酶 A脱羰基

酶/合成酶 β亚基和 γδ亚基作为乙酸合成途径中的关

键酶，分别增加了 233.54% 和 3.32%，这使得 Meth-
anosarcina 丰度明显上升且主要进行乙酸营养型产甲

烷，说明添加石墨烯的系统对于发酵液中各类物质的

降解速率明显高于对照组，说明石墨烯的添加提高了

菌群的活性和降解效率，加快了厌氧发酵进程，为产

甲烷菌群提供了丰富的底物；

(3)细菌群落中能够利用乙酸乙醇类物质的 Geo-
bacter 和 Anaerovorax 丰度增高，其中丰度升高较明

显的 Geobacter 可能通过与石墨烯辅助的生物电连接

与 Methanosarcina 进行 DIET，这种电子传递方式在

一定程度上加速了生物甲烷的生成。

(4)产气残煤表面的羰基碳 (C=O)、羧基碳

(COO— )在添加石墨烯后分别下降了 42.8% 和

49.5%，说明石墨烯有效促进了微生物对煤的降解。
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